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铜绿微囊藻细胞内外有机物特性及氯消毒副产物

高乃云,王 昊,黎 雷,张可佳
(同济大学 污染控制与资源化研究国家重点实验室,上海 200092)

摘要: 分析比较了铜绿微囊藻细胞内外溶解性有机碳

( DOC)、溶解性有机氮( DON )、藻毒素、嗅味物质 Beta 环柠

檬醛等有机物质量浓度以及相对分子质量分布和亲疏水特

性特征.结果表明, 不同生长时期细胞内有机物含量较细胞

外高 3 倍以上 (以 DOC 计算) . 藻细胞内有机物相对分子质

量分布区间主要分成 3 个部分: 小于 1 kD(叶绿素, 胡萝卜

素,藻毒素, 嗅味物质等)、40~ 800 kD(藻蓝蛋白 )、大于 800

kD(核糖体,蓝藻淀粉等) ; 细胞外有机物分布主要集中在 1

~ 200 kD 之间 (约占 90% ) , 小分子和大分子物质较少. 此

外,亲疏水性分析结果表明, 细胞内外主要有机物均为中性

亲水物质,质量分数分别为 75. 9%和 52. 7% . 消毒副产物研

究表明,细胞内外有机物三氯甲烷生成潜能分别为 18. 24 g

和26. 72 g∀ mg- 1DOC;细胞内外总氯乙酸总生成潜能分别

为 66. 98和 58. 56 g∀ mg- 1DOC.此外, 细胞内外有机氮/有

机碳较普通原水高 3 倍以上, (DON) / (DOC) = 0. 23.可能

造成以有机氮为前体物的含氮消毒副产物的大量生成 . 同

时,细胞内还大量存在细胞外不存在的致嗅物质 Beta 环柠檬

醛等,藻毒素含量较细胞外也高数倍.
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Characteristics of Intracellular and Extra

cellular Organic Components of Microcystic

Aeruginosa and Their Byproducts Formation

Potential During Chlorination
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Abstract: Characteristics of the int racellular and extracellular

organic components ( desolved organic carbon (DOC) , desolved

organic nitrogenous ( DON) , the algae toxin,  cyclocitral,

molecular weight distribution and hydrophilic hydrophobic

property) have been investigated. The result indicates that the

amount of intracellular organic material is 3~ 10 times higher

than that of the extracellular materia. And the intracellular

organic matter mainly has 3 parts: less than 1 kD

( chlorophyll, renieratene, algae toxin, smell material and so

on) , 40 ~ 800 kD ( phycocyanin ), more than 800 kD

( ribosome, starch and so on). The molecular weight of

extracellular organic matter mainly concentrates within 1 ~

200 kD ( approximately 90% ). In addition, the main

intracellular and extracellular organic components are both the

neutral hydrophilic substances, the percentage of which are

83% and 57% , respectively; The chloroform, chloroacetic

formation potential of the intracellular and extracellular

organic components are 10. 4 g ∀ mg- 1 , 15. 5 g∀ mg- 1 and

57. 10 g ∀ mg- 1 and 49. 94 g ∀ mg- 1. Moreover, the

proportion of DON and TOC is 1/ 7, 3 times higher than

common water source, which may increase the formation of

chlorination byproduct nitrosamine.

Key words: microcystic aeruginosa; intracellular

extracellular; hydrophilic hydrophobic property; chlorination

byproducts; molecular weight distribution

随着工业化和国民经济发展, 水体富营养化问

题日益严重.我国太湖和滇池常年有大量藻类滋生,

由此产生各类副产物,特别是藻毒素,对人类健康产

生极大威胁并造成巨大的经济和社会损失 [ 1- 4] . 其

中铜绿微囊藻( M icr ocy sti c aer ug inosa )最为常见,

其产生的藻毒素( m icrocystins, M Cs)是一类环状多

肽类物质且具有很强的肝毒性
[ 5- 7]

; 此外, 其细胞内

产生的一种嗅味有机物 Beta 环柠檬醛也日益受到

关注.

针对藻类产生的藻毒素、嗅味物质等有机污染
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物质的去除国内外报道很多
[ 8- 9]

, 不过大都只局限

于纯水配制的标准物质的去除, 对实际水体中可能

存在的其他有机污染物对反应的影响研究很少, 对

这些有机污染物在藻细胞内外的含量的调查以及细

胞内外有机物的特征(如亲疏水性, 相对分子质量分

布,消毒副产物生成潜能等)研究更少. 本文以铜绿

微囊藻为代表, 详细分析比较了藻细胞内外溶解性

有机碳( DOC)、溶解性有机氮( DON )、藻毒素、嗅味

物质 Beta环柠檬醛等有机物质量浓度、相对分子质

量分布和亲疏水特性, 对其氯消毒副产物氯乙酸和

三氯甲烷等生成潜能做了比较, 以期对实际生产应

用以及科研提供一定的理论指导.

1 材料与方法

1. 1 材料

铜绿微囊藻 ( 905) 购自中科院水生所, 使用

BG11培养液,在光照培养箱中培养,提取一定量对

数生长期的藻水(藻细胞浓度为4 # 1010 L - 1左右)离
心取上清液, 然后过 0. 45 m 玻璃纤维膜, 滤出水

(即细胞外物质)储存待分析; 被离心的藻细胞用超

纯水冲洗稀释到与胞外溶液体积相同, 并采用冻融

法 4次后过 0. 45 m玻璃纤维膜,滤出水(即细胞内

物质)储备待分析.

亲疏水性分布树脂 Amberlite DAX 8, XAD 4和

IRA 958( Rohm and Haas) ,微囊藻毒素MC LR, RR,

三氯甲烷, 氯乙酸, beta 环柠檬醛均为色谱纯

(Sigma, USA).

1. 2 有机物的分离

水样用0. 45 m膜过滤, pH值调节至 2. 0,通过

DAX 8树脂吸附柱, 然后用 0. 1 M NaOH洗脱(主要

是针对强疏水性有机物); 通过的水样再经 XAD 4

树脂吸附柱吸附,用 0. 1 M NaOH洗脱(主要针对弱

疏水性有机物). 此时, 试验水样中的溶解性有机物

被分为亲水性有机物和疏水性有机物.将经 XAD 4

树脂吸附后的水样 pH值调至 8. 0,用 IRA 958 树脂

吸附,用 1 M NaOH和 1M NaCl混合液洗脱(主要是

针对极性亲水性有机物) .通过 IRA 958 树脂的成分

主要是中性亲水有机物. 分离样品时需作吸收组分

回收,且回收率达到 80%以上方可使用
[ 10]

. 样品分

离后需将 pH值调节至 7. 0左右,进行 DOC, UV254和

相对分子质量分布等的测定.

1. 3 分析方法

氨氮,硝酸盐氮, 亚硝酸盐氮, 藻吸光值采用分

光光度法测量( UV 2102 PCS,尤尼柯) ; 相对分子质

量分布采用凝胶色谱仪(LC 10ATVP,岛津)测定;藻细

胞计数采用血球计数板,显微镜计数法( YS100,尼康)计

数;微囊藻毒素( MC LR, RR)采用高效液相色谱仪

( LC 2010AHT,岛津)测定;浑浊度采用浊度仪( 2100N,

哈希)测定;溶解性有机炭 DOC、溶解性有机氮 DON采

用 TOC仪(TOC VCPH ,岛津)测定;测定三氯甲烷,氯乙

酸生成潜能采用 7 d 培养法,测试采用气相色谱法

( GC2010,岛津)测定; Beta 环柠檬醛采用气质联用法

( GCMS 2010,岛津)测定.

2 藻细胞内外提取液特征水质参数

采用特征污染物质量浓度/藻浓度( 10
9
L
- 1
)表

示单位藻浓度中的有机物含量, 即下文中所有提到

的细胞内外有机物浓度都是以 109 L - 1的藻浓度为

标准计算. 表 1列出了藻细胞内外各水质参数.

表 1 藻细胞内外各特征水质参数

Tab. 1 Water paremeters of intracellular and

extracellular extract solution

参数 细胞外 细胞内

( DOC) / ( mg ∀ L- 1 ) 1. 49 5. 01

( DON) / ( mg ∀ L- 1 ) ! 1. 15

pH 值 8. 98 6. 73

Zeta 电位/ mV - 3. 4 - 17. 2

(叶绿素) / ( g∀ L- 1) ! 158. 00

(MC LR) / ( g∀ L- 1) 9. 60 35. 20

(Beta环柠檬醛) / ( g∀ L- 1) ! 2. 10

由表 1可以看出, 细胞内有机物质量浓度较细

胞外大很多,特别是在藻类生长初期和对数期,这种

现象更为明显. 说明细胞内物质一旦释放将使水体

各污染物指标大幅上升.通过 Zeta电位比较说明细

胞内物质不易被混凝沉淀去除. 此外细胞破裂还带

来了一些细胞外本来没有的有机物如嗅味物质 Beta

环柠檬醛以及极易腐败致嗅的藻蓝蛋白等,使水体

的感官指标进一步恶化.

细胞外物质提取液 pH 值相对细胞内物质高很

多,一般混凝剂在该 pH值条件下无法较好地缩聚形

成多核羟基络合物, 这是高藻水不易被混凝沉淀去

除的原因之一. 根据铝盐水解过程可知, 在 pH= 4~

6条件下,聚合氯化铝发生水解缩聚反应, 生成带正

电的多核羟基络合物, 在 pH 值为 6左右时, 以带 5

个正电荷的[ Al13 ( OH) 34 ]
5+
为主要存在形式

[ 11]
, 从

而有利于中和水中藻细胞和其他有机物的负电性,
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消除水化壳,促进胶体颗粒的混凝. 所以从这个角度

看,藻细胞外物质更难被混凝去除.

3 藻细胞内外有机物特征

3. 1 细胞内外有机物相对分子质量分布

细胞内物质呈非常鲜亮的蓝色, 这主要与蓝色

的藻蛋白有关, 也是蓝藻名称的由来.细胞外物质呈

淡黄色.细胞内外有机物相对分子质量分布见图 1.

图 1 有机物相对分子质量分布图

Fig. 1 Molecular weight distribution of algae

organic compounds

图 1表明, 藻细胞内有机物相对分子质量分布

区间主要分成 3 个部分: 小于 1 kD 的峰面积占

27% ,主要是叶绿素、胡萝卜素、藻毒素、嗅味物质

等, 40~ 800 kD的峰面积占 42% ,主要是藻蓝蛋白,

大于 800 kD的峰面积占 31% ,主要是核糖体,蓝藻

淀粉等;细胞外有机物分布连续性比较好, 主要集中

在 1~ 20 kD之间的峰面积约占 90% ,小分子和大分

子物质较少,平均较细胞内有机物低.

有研究表明,随着相对分子质量的减少, 三卤甲

烷和卤乙酸等消毒副产物生成潜能有递增的趋

势
[ 12]

, 单位质量相对分子质量小于 1 kD的有机物比

大于 30 kD 有机物的三卤甲烷生成潜能高 3 倍以

上,卤乙酸也高将近 2倍. 因此可以推知, 细胞外有

机物产生这类消毒副产物相对较多.

而蓝藻蛋白质量占总细胞内有机物质量的 30%

以上,细胞内有机物含氮量较高, 可能更容易产生含

氮消毒副产物, 而且这些高氮有机物为细菌生长和

繁殖提供了物质基础, 细菌的大量生长和代谢产物

会产生恶臭,蛋白质分解也将造成氨氮的上升.

3. 2 细胞内外有机物亲疏水性特征

细胞内外有机物亲疏水性特征见图 2.

藻细胞内有机物各组分质量比为强疏水 ∃弱疏
水∃极性亲水 ∃中性亲水= 0. 09 ∃ 0. 05 ∃ 0. 10 ∃

0. 76.藻细胞外有机物各组分质量比为强疏水∃弱疏

水∃极性亲水 ∃中性亲水= 0. 31 ∃ 0. 06 ∃ 0. 10 ∃

0. 53.有研究表明, 强疏水性有机物主要成分为腐殖

酸(富里酸和胡敏酸) , 极性亲水性有机物主要是氨基

酸,小分子烷基羧酸、胺,以及烷基二羧酸等. 中性亲

水性有机物主要是多糖,小分子的烷基醇、醛、酮等.

图 3表明,藻细胞内外主要有机物均为中性亲水性物

质,细胞内外中性亲水性有机物质量分数分别达

75. 9%和 52. 7% ,说明藻细胞内部以及分泌的有机物

一般以多糖,蛋白质类物质居多,符合3. 1中的实验现

象和结论.而一般水体如黄浦江,长江等水中有机物

疏水性比例较高[ 13] ,藻细胞产生的这些中性亲水性物

质不但不易在混凝沉淀中去除, 且最近研究表明
[ 14]

,

中性亲水性物质在上述 4类物质中最容易导致膜孔

堵塞造成膜通量下降,再次说明细胞内有机物释放后

的危害性.此外, 细胞内外强疏水性组分的嗅味均与

未分离之前溶液的嗅味一致,说明嗅味化合物以疏水

性为主,可以考虑使用活性炭等吸附方式去除.

图 2 有机物亲疏水性分布图

Fig. 2 Hydrophilic hydrophobic property algae

related organic compounds

3. 3 细胞内外有机物氯消毒副产物生成潜能

以细胞内外亲疏水性各组分为本底物, 研究了

这 8个的氯消毒副产物潜能(如图 3, 4) .

图 3 三氯甲烷生成潜能比较

Fig. 3 Chloroform formation potentials of algae

related organic compounds

由于培养液中不存在溴元素, 所以只测定三氯

甲烷和氯乙酸生成潜能. 图 3表明, 单位质量有机物

中三氯甲烷生成潜能顺序均为: 弱疏水性> 中性亲

1316
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水性> 强疏水性> 极性亲水性, 其中细胞内外弱疏

水性有机物三氯甲烷的生成潜能最大, 分别达 64. 08

和 82. 35 g ∀mg- 1DOC. 此外, 还可看出, 细胞外各

组分有机物三氯甲烷生成潜能较细胞内有机物大,

细胞内外总生成潜能分别为 18. 24 和 26. 72 g ∀
mg- 1DOC.图 4表明, 细胞内外有机物二氯乙酸生成

潜能最大,分别为 45. 85和 40. 55 g∀mg- 1DOC,细

胞内外总氯乙酸生成潜能分别为 66. 98 和 58. 56

g∀mg- 1DOC,细胞外较细胞内稍高, 且亲疏水性特

征与生成潜能之间无明显的相关性. 亲水性有机物

生成潜能略高.

图 4 氯乙酸生成潜能比较

Fig. 4 HAAs formation potentials of algae related

organic compounds

为了更好地说明细胞内外有机物的氯消毒风

险,通过三氯甲烷和氯乙酸的单位致癌风险(三氯甲

烷,二氯乙酸和三氯乙酸分别为 0. 056 # 10- 6 , 2. 6 #

10- 6和 5. 5 # 10- 6 )和对应各物质浓度, 利用加权平

均值法进行综合评估, 实际有机物致癌风险排序如

下:细胞内亲水> 细胞外亲水 %细胞外疏水> 细胞

内疏水.

4 结论

( 1) 铜绿微囊藻细胞内有机物含量( DOC)比细

胞外高 3 倍以上, 有机碳与有机氮比值也较普通水

体高 3倍左右.

( 2) 藻细胞内有机物相对分子质量分布区间主

要分成 3个部分:小于1 kD, 40~ 800 kD和大于 800

kD; 细胞外有机物分布主要集中在1~ 200 kD之间,

小分子和大分子物质较少. 细胞外有机物平均相对

分子质量较细胞内小.

( 3) 藻细胞内外主要有机物均为中性亲水性物

质; 细胞内外强疏水性组分的嗅味均与未分离之前

溶液的嗅味一致,说明嗅味化合物以疏水性为主,可

以考虑使用活性炭等吸附方式去除.

( 4)单位质量不同性质有机物的三氯甲烷生成

潜能顺序均为:弱疏水> 中性亲水> 强疏水> 极性

亲水;细胞外有机物三氯甲烷生成潜能较细胞内有

机物大.氯乙酸生成潜能与亲疏水性没有明显的相

关性, 细胞内有机物生成潜能稍大.

( 5) 对细胞内外有机物的更深入的分子特性

(特别是细胞内)以及其他消毒副产物(如亚硝胺类

等氮消毒副产物)与分子特性之间的关系还有待进

一步研究.
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